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Beschreibung 

Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Herstellung von Oligonucleotide!! durch aufeinanderfolgende 
Verknupfung einzetner oder m eh re re r Nucleotideinheiten in homogener Phase, wobei nach jedem 
5 Verknupfungsschritt elne chromatografische Aufarbeitung des Reaktionsgemisches mittels Molekularsieben 
erfolgt. 

Infolge der Bedeutung synthetischer Oligonucleotide zur Gewinnung von genetischem Material sind 
verschiedene Verfahren zu deren Herstellung bekanntgeworden. Nach dem neuesten Stand der Technik 
werden diese Verfahren entweder nach der Phosphat-Triester- oder nach der Phosphit-Tri ester- Methods 

10 durchgefuhrt, wobei sich Insbesondere die Verwendung polymerer Trager als heterogene Phase a Is vorteilhaft 
herausgestetlt hat. Die Verwendung der polymeren Trager dient vor allem dazu, die Aufarbeitung der 
Reaktionsgemische nach den Kondensationsschritten zu vereinfachen, indem aufwendige chromatografische 
Trennverfahren durch Filtrationen ersetzt werden. Da ruber hinaus tst auch elne Automat isierung der einzetnen 
Reaktionsschritte mdglich. Diese Verfahren sind jedoch mit dem Nachteil behaftet, daS mh ihnen 

75 Oligonucleotide nur in relativ geringen Mengen zu gewtnnen sind. 

Aus H.-D. Jakubke und H. Jeschkeit "Aminosauren, Peptide, Proteine", Veriag Chemie, Weinheim 1982. S. 
222/223 tst es bekannt, bei der Peptidsynthese losliche poly mere Trager, z. B. Polystyroltrager, zu verwenden. 
Die Verwendung sotcher hochmolekularer Trager bei der OUgonukleotidsynthese ist jedoch nicht 
erfolgversprechend, da die dabei erhaltenen Zwischenprodukte sich hinsichtlich ihres Molekulargewichts nur 

20 wenig von den jeweiligen Ausgangsmaterialien unterscheiden, was eine chromatographische Abtrennung der 
jeweils gebildeten Zwischenprodukte schwierig macht. Zudem neigen hochmolekulare Trager zur 
"Knauelbildung", was Nachkupplungen erforderlich macht (aaO. S. 222, letzte Zeile). Daruber hinaus ist bei 
Einsatz hochmolekularer Trager mit wachsender Peptidkette auch eine Beeinflussung der 
Loslichkeitseigenschaften verbunden (aaO. der die Seiten 222 und 223 verbindene Satz). Im Gegesatz dazu ist 

25 der erfindungsgema& verwendete Trager im Verhaltnis zu den umzusetzenden Nukleotidbausteinen N sehr 
kletn. Dies fuhrt dazu, daft die im Verlauf der Synthese gewonnenen Zwischenprodukte tmmer 
oligonukleotldahnlicher werden und dadurch die Synthese in Bezug auf die chromatographische Aufarbeitung 
und die Loslichkeitseigenschaften erleichert wird. 
Die Erfindung ist auf ein Verfahren der eingangs genannten Art gerichtet, mit dem Oligonucleotide 

30 definierter Sequenz in gr5&eren Mengen erhalten werden kdnnen. Dabei sind nicht nur die in der Natur 
vorkommenden Oligodiester, sondern auch analoge Oligomere wie Oligotriester oder OUgophosphonate 
herstelibar. 

Das Verfahren der Erfindung ist durch die folgenden Reaktionsschritte gekennzeichnet: 

a) Umsetzung eines polyfunktionellen, in dem jeweiligen Reaktionsgemisch IdsHchen Tragermolekuls der 
35 ellgemeinen Formel I 

Sp(X) n (I) 

in der entweder Sp eine geradkettige oder verzweigte Polyalkylengruppe mit 2 bis 10 Kohlenstoffatomen 
40 und n eine ganze Zahl von 2-4 ist, oder 

Sp elne ggf. verzweigte Alkylendtoxygruppe mit 2-6 Kohlenstoffatomen und n » 2 ist, oder 
Sp ein Pentaerythrolrest und n •» 4 ist, 

sowie X eine nucleotidchemisch vertragltche reaktive Gruppe ist, die mit den 3'- oder 5'-Hydroxygruppen 
eines Nucieosids, Nucleotids oder Oligonucleottds eine Silyiether-, Tritylether- oder Esterbindung ausbitden 
45 kann, mit einer, bezogen auf -(X) n , mindestens dquimolaren Menge eines ersten Nucieosids oder Nucleotids 
N\ 

b) Abtrennung und Reinigung sowie gegeben onfalls Phosphorylierung der in Stufe a erhaltenen Verbindung 
der allgemeinen Formel il 

50 SP(X-N') n (II) 

c) Umsetzung der in Stufe b erhaltenen Verbindung II mit einer, bezogen auf -(X-N 1 ),, mindestens 
aquimolaren Menge eines zweiten Nucieosids oder Nucleotids N 2 , 

d) Abtrennung und Reinigung sowie gegebenenfalts Phosphorylierung der in Stufe c erhaltenen Verbindung 
55 der allgemeinen Formel III 

Sp(X-Ni-N*) n (III) 

sowie 

60 e) gegebenenfalts weiteren aufeinanderfolgenden Verknupfungs- und Reinigungs- sowie gegebenenfalls 
Phosphorylierungsschritten unter Bildung der Oligonucleotidverbindung der allgemeinen Formel IV 
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$p(X-Ni-N2...Nm) n (IV) 

in der m eine ganre Zahl von 3-50 1st und N 2 N m fur das zwe'rte bis m-te Nucleosid bzw. Nucleotid steht. 
sowie 

5 f) anschlie&ende Freisetzung der Oligonucleotide der allgemeinen Formel V 

(V) 

in der m wie oben definiert ist. 
JO TrSgermolekule mit geeigneten Resten X konnen z. B. in folgender Weise erhalten werden: 

a) Mit Dicarbonsaureanhydriden, z. B. Bernstein- oder Adipinsdrueanhydrid gemaB dem Reaktionsschema 

-Sp-OH + (OC-R-COfeO 
15 -Sp-O-CO-R-COOH; 

b) mit TritytdeHvaten gemaB dem Reaktionsschema 
-Sp-OH + HOOC-CflH^CeHgfeCOH -> 

20 

-Sp-O-CO-CeH^CeHgfeC-OH - -Sp-O-CO-CeHttCfiHJjC-CI 

Dlese Reaktion kann in Gegenwart eines Kondensationsmtttels oder nach Oberftihrung der Saurefunktion in 
eine SSurechloridfunktion erf olgen. 
25 c) Mit Dichlorsiloxanen gemaB dem allgemeinen Schema 

-Sp-OH + Z(Me) 2 Si-A-Si(Me) 2 Z - 

-Sp-0-Si(Me) 2 -A-Si(Me) 2 Z. 

30 

wobei A Alkylen, Arylen, -O- oder eine Kombination dieser Gruppen un Z Halogen ist. 

d) mit Hydroxy-substituierten Tritylderivaten unter Bildung von Trityletherderivaten. z. B. der allgemeinen 
Formel 

35 -Sp-0-CeH4(C6H 5 ) 2 C-OH (- -Sp-O-CeH^CeHsfeC-CI) 

Bei der Verwendung der entsprechenden Thto- oder Amino-Derivate entstehan die entsprechenden S- bzw. 
N-Verbindungen. 

Durch die Auswahl der Gruppe Sp ist gewahrleistet, daB insbesondere das Tragermolekul (Sp(X) n und seine 
40 im Verlauf der Oligonucleotidsynthese der Erfindung erhaltenen Derivate in dem jeweils verwendeten 
Reaktionsmedium loslich und chromatografierbar sind. 
Ein Beispiel fur eine Alkylendioxyverbindungen Sp mh 1,4-Butandiol. 

Die Gruppen N', N*... N»n bedeuten jeweils ubliche Nucleotide, Nucleoside oder Oligonucleotide, die 
gegebenenfalls in geschutzer Form eingesetzt bzw. im Verlauf der Synthese erhalten werden; typtsche 
45 Beispiele fur derartige Schutzgruppen sind aus Tetrahedron 1981, Serte 363-369. Uebtgs Ann. Chem. 1978. 839- 
853, sowie Nucleic Acids Research, Symposium Series No. 7, 1980, 39-59, ersichtlich. 

Das Verfahren der Erfindung wird im folgenden nSher erISutert* wobei auf die Reakttonsschemen Bezug 
genommen wird. 

Kern des Verfahrens der Erfindung 1st eine Synthesestrategie, die es ermoglicht, vorzugsweise das 
50 gewunschte Kondensationsprodukt von Ausgangs- und Nebenprodukten abtrennen zu konnen. Dies geschieht 
durch die Verwendung eines TrSgermolekuls Sp als 'purificaton handle", das uber 2-4 funktionollo Gruppen 
verfugt, an denen im Verlauf des Verfahrens mehrere Oligonudeotidsynthesen gleichzeitig verlaufen. In den 
Reaktionsschemen bedeuten: 
X ■• funktionelle Gruppe der engegebenen Definition 
55 Sp - Tragermolekul bzw. Molekulteil der engegebenen Definition 
N 1 , N*. - Nucleotidbausteine 
R 1 - H,OCH 3 

R2 - z. b. 4-Nttrophenyt, Pentatchlorphenyl, 
R 3 - H,OH oder geschutztes OH 
677 R 4 — eine permanente Phosphatschutzgruppe, z. B. 2-Chlorophenyl-, 

R s - eine temporare Phosphatschutzgruppe, z. b. 2-Cyanethyl. 2,2,2-Trichlorethyl, 
R6 mm Trltyl, 4-Monomethoxytrityf, 4,4-Dimethoxytrityl, 

H 7 - Alkyl (mit 1-20) Kohlenstoffatomen), Aryl, Aratkyl. Cycloalkyl, weiterhin 2-Cyanethyl, 2,2,2-Trichlorethyl, 
R8 mm. Acyl, insbesondere Acetyl, Laveolinyt-, 0-Benzoylpropionyt, Aroyl, insbesondere Benzoyl, weiterhin o- 
55 Nitrobenzyl, Tetra hydro pyranyl, Met oxytetrahydropyranyt, t-Butyldiphenylsilyl und dergleichen 
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W — Halogen, insbesondere Chlor oder Brom, Cyan, 

Z - Halogen, insbesondere Chlor oder Brom, Cyan N(R7) 2 . insbesondere Dimethylamino; Triazolyl, 
Tetrazolyl, 3-Nftro-1 ,2,4-Triazolyl, 
B — Nucleobase oder Analogs 
5 Das Schema 1 zeigt allgemein ein Beispiel fur ein bifunktionelles Tragermolekul der allgemeinen Formel I. 
Das unter Verwendung dieses Tragermolekuls durchgefuhrte Verfahren der Erfindung ergibt ein 
Kondensat ions produkt, das sich bei fortschreitender Kettenlange in steigendem Ma&e von den 
niedermolekularen Nucleotidkomponenten und Nebenprodukten der Kondensationsreaktion im 
Molekulargewicht unterscheidet Dies ermogticht eine schonende Chromatogratle unter Ausnutzung der 

10 unterschiedlichen MoJekulgrd&en. 

Als Chromatografiematerialien kommen Molekularsiebe, z. B. auf Dextran- oder Pofyamidbasis infrage. Da 
das gewunschte Produkt uber das hochste Molekutargewicht verfugt, befindet es sich im Ausschiu&volumen 
und wird daher als erstes Produkt von der Chromatografiesaule eluieren, d. h. es wird zuerst und damrt mit 
geringstem Zertaufwand gewonnen. Da reversible Adsorptionserscheinungen zwischen Oligonucleotiden und 

15 Dextranen bzw. Poryamiden im Gegensatz zu Kieselgel nicht bekannt sind, ist auch der sonst ubliche Verlust 
wShrend der Chromatografie zu vernachlassigen. 

Das Schema 2 gibt zwei prinzipielle Moglichkeiten wieder, ein bifunktionelles Tragermolekul mit den jeweils 
ersten Nucleotidbausteinen zu verbinden. Typ A zeigt zwei uber das Tragermolekul miteinander verbruckte 
Tritylchloridgruppen, Typ B zeigt zwei uber das Tragermolekul verbruckte Carboxylgruppen. Die Verwendung 

20 der TrSgermolekule vom Typ A oder Typ B hSngt von der einzuschlagenden Oligonucleotidsynthesestrategie 
ab und wird im folgenden anhand der Raktionsschemen 3-8 naher erlautert 

Schema 3 zeigt die Synthese eines Oligonucleotids nach der Triesterkonzeption unter Verwendung des 
Tragermolekuls vom Typ A. Das makromolekulare Trrtylchtorid wird mit ein em Nucleosid-3'- 
phosphorsauretriester umgesetzt, wobei R 4 in der Regel 2- oder 4-Chiorphenyl und R 6 2-Cyanethyl oder 2,2,2- 

25 Trichlorethyl 1st Nach der Tritylierung erfotgt die Abspaltung der temporaren Phosphatschutzgruppe R 5 , und 
zwar im Falle von 2-Cyanethyl durch Umsetzung mh Trlethylamin/Pyridin oder im Fade von 2,2,2 -Trichlorethyl 
mit Acetylaceton/Zink, Triisopropytbenzolsulfonsaure Oder Toluolsulfonsaure/Zink oder vorzugsweise mit 
Zink/Coreagens, wobei erfahrungsgem§& Anthranil-Saure, Pyridin-2-carbonsaure, Dithioerithrol oder 
Dithiothreitol eingesetzt werden konnen. Eine Kettenverlangerung erfolgt dann mit dem erhaltenen Diester als 

30 Phosphatkomponente und mit elnem Nucleosid-3'-Triester als OH-Komponente unter Verwendung von 
Kondensationsmittein wie z. B. Mesitylensurfonyl-3-nitro-1^.4>triazol (MSNT). Das erhaltene voll geschutzte 
Produkt wird Ober Molekularsiebchromatografie gereinigt; anschlte&end wird die Schutzgruppe R 5 
abgespalten und ein erneuter Kettenverlangerungsschrht angeschlossen. 

Die Verwendung des Tragermolekuls vom Typ B in der Trieste rsy nth ese wird in Schema 4 gezeigt Das 

35 Nucleosid wird uber die 3'-OH-Gruppe in diesem Falle esterartig an das Spacermolekul angekoppelt und dient 
als OH-Komponente. Diese wird mit etnem 5 r -tritylierten 3' Nucleosid-di ester unter Verwendung eines 
Kondensationsmittels, z. B. MSNT, zum voll geschutzten Oligotriester umgesetzt Es erfolgt eine Reinigung 
uber Molekularsiebchromatografie und Abspaltung der 5*-Tritytgruppe entweder durch Verwendung einer 
Protonsaure oder einer Lewis-Saure wie ZnBr 2 oder Dialkylaluminiumchlorid. 

40 Schema 5 zeigt die Verwendung des Tragermolekuls vom Typ A in der Phosphit-Triestersynthese. Die 
Kettenverlangerung wird eingeleitet, indem das an das Tragermolekul gebundene Nucleosid in der 3'-OH- 
Gruppe mit einem geschutzten aktivierten Phosphit im ersten Schrrrt umgesetzt und im zweiten Schritt die 
verbliebene aktivierte Funktion mit der 5'-0H-Gruppe mh dem zweiten Nucleosid reagiert. Es folgt nun die 
Einfuhrung von 0, S oder Se, Umsetzung noch vorhandener 3'-OH-Gruppen durch Reaktion mit beispiel sweise 

45 Essigsaureanhydrid oder Phenylisocyanat und anschlie&end, falls erforderlich, Abspaltung von R 8 . Die 
Verwendung einer 3'-0H- Schutzgruppe (R 8 ) kann bei geeigneter Reaktionsfuhrung entf alien, da die 
Regioselektivitat die primfire OH-Gruppe stark begunstigt. Weitere KettenvertSngerungsschritte konnen sich 
anschl ie&en. 

Schema 6 gibt ein Beispiel fur die Verwendung des Tragermolekuls vom Typ B in der Phosphit- 
50 Triestersyrrthese wieder Hier wird das Nucleosid uber die 3 # -OH-Gruppe an dem Tragermolekul verankert, so 
daB die 5'-OH-Gruppe fur eine Kettenverlangerung zur Verfugung stent. Die Kettenverlangerung wird 
eingeleitet durch Umsetzung mh einem 6'-trity1ierten Nucleosidmonochloridit Nach Koppelung der beiden 
Nucleoside erfolgt die BnfOhrung von O. S oder Se, die Umsetzung noch vorhandener 5*-OH-Gruppen durch 
Reaktion mit beispielsweise Essigsaureanhydrid oder Phenylisocyanat und die Detritylierung mit Hirfe einer 
55 Protonsaure oder einer Lewis-Saure wie ZnBr 2 oder Dialkylaluminiumchlorid. Weitere 
Kettenverlangerungsschritte kdnnen sich anschlie&en. 

Die Synthese von Oligophosphonaten unter Verwendung eines Tragermolekuls vom Typ A wird in Schema 7, 
diejenige unter Verwendung eines TrSger-molekuls vom Typ B in Schema 8 beispielhaft wiederge gebe n. 
Das Verfahren der Erfindung wird im folgenden anhand der Synthese der Oligonucleotide d(TTTATT) und 
60 dfTTTATTCCT) naher erlautert Die bei diesen Beispielen angewendete Synthesestrategie ergibt sich a us dem 
Schema 9; aus diesem Schema ist auch die Zusammensetzung der Ausgangs- und Zwischenprodukte 
ersichtlich. Eine Obersicht uber weitere Verfahrensmerkmale der Kondensationsreaktion en gemeB den 
Beispielen ergibt sich aus Tabelle 1. 
In Schema 9 wird anstelle der Abkurzung Sp fur das Tragermolekul die Abkurzung LPC ("liquid phase 
65 carrier") verwendet 
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Ausfflhmngs bei sp tele 

Synthese der Otigodesoxynudeotide d{TTTAT) und d{TTTATTCCT) an einem LPC-TrSger 

1 . Darstellung des "liquid phase carrier" (LPC) 

5 1.1 KorksSurebrucke, Ober eine Esterbindung an Tritylgruppen verankert 
1.1.1 Tritylierung 

1.2 Korksaurebrucke, fiber eine Esterbindung an Dimethoxytritylgruppen verankert 
1 .2.1 Tritylierung 

2. Elongationszyklus 

10 2.1 Abspaitung der 3'-terminalen Trichlorethyf-Gruppe 

2.2 Kondensationsreaktion mit Mono- Oder Dimer-OH-Komponente 

2.3 Getfiltration an Sephadex LH 20 

3. Entschutzungsreaktionen 
3.1 Oximat 

16 3.2 Konx. NH 3 

33 80 % CH3COOH 

4. Anionenaustauschchromatograf ie an DEAE-CeHulose 

5. Sequenzierung 

1.1 Darstellung von Dicarbonsaureestern (2a) aus Suberylchlorid (la) 

20 

10 mmol des Alkohols (1a) in 20 ml Pyridin werden mit etwa 0,4 mmol des Suberylchlorids vorsichtig unter 
Eiskuhlung und Ruhren versetzt. Dann wird der Ansatz uber Nacht bei Raumtemperatur stehengelassen. 
Anschlie&end wird er in Eiswasser gegossen und mit gesSttigter Hydrogencarbonatiosung (1 : 1) versetzt. Nach 
dreimaliger Extra ktion mit 50 ml CHCJ 3 wird die gesammerte CHCI^Phase mit Na 2 S0 4 getrocknet. firtriert und 
25 eingeengt. Endreinigung auf Kieselgel 60 H. Die Elution erfolgte mit reinem CHCI3. Nach Einengung der das 
gewunschte Produkt enthaltenden Fraktionen erfolgte Fallung in Petrolether. Ausbeute: 70 %. 

Schmp. 127°C. 

Elementaranalyse berechnet:C 79.97 gefunden: 79.04 
30 H 6.13 6.22 



PMR/CD3-D/ 1.38/Mulptiplett. 4 H, 4,4'-H 5,5'-H/. 1.71/Multiplett, 4H. 3,3'-H 6,6'-H/, 2.49/t, 4 H, 2,2'-H 7,7'-H/ f 

6.86-7.26/Multip!ett, 28 Trityl H/. 
35 IR/KBr/: 1740 cm-1; -0-C-O; 3550 cm': -C-OH. 

Herstellung des Tritylchlorids 3a durch Kochen von 2a in Toluol/Acetylchlorid 

Zur Suspension von 3.166 mmol (2a) in 66 mi wasserfreiem Toluol wurde 1 ml f risen destilltertes Acetylchlorid 
gegeben und 6 Std. unter RuckfluB gekocht, wobei man nach 1 h nochmats 1,5 ml Acetylchlorid zusetzte. Der 
40 Ansatz wird im Wasserstrahlvakuum eingeengt. Der Ruckstand wird in 40 ml Essigester aufgenommen und 
unter RuckfluB gekocht sowie zur langsamen Kristaliisatton stehengelassen. Die Kristalle werden filtriert und 
mit Ethyiether gewaschen. Ausbeute: 90 <Vb Schmp. 145° C. 

Elementaranalyse: berechnet: C 75.92 % gefunden: 76.33 % 
45 H 5.54% 5.80 % 

Hydrolysierbares CI 9.74% 9.72% 



1.1.1 Darstellung von voll geschutzten *monomeren-LPC-Derfvaten" (5a) - Tritylierung von Thymidin 3*-{2- 
50 chlorophenyl-2^2-trichloroethyl)-pho3phat (4) 

2.75 mmol Tdp(te) (4) werden In 5 ml absolutem Pyridin geldst, eingeengt und nochmals in 3 ml abs. Pyridin 
gel6st. 1.16 mmol des Dichlorids (3a) werden in 4 ml abs. Pyridin geldst und zur Losung 4 gegeben. Dann wird 
der Ansatz 3,5 h im Olbad auf 100°C erhitzt und dunnschichtchromatografisch Im Laufmittet CHCIa/MeOH (95 : 
55 5) verfolgt. Die Reaktion wird durch Zugabe von EtOH abgebrochen, mehrmals mit Toluol/CHCI 3 (3 : 7) 
eingeengt und schonend im Wasserstrahl- und Hochvakuum bei 30° C zu einem Schaum oder Sirup eingeengt. 
Die Endreinigung erfolgt durch Chromatografie mh 50 g Kieselgel pro Gramm zu reinigenden Materials. Elution 
mit CHCI 3 . enthaltend 0-5 % MeOH. Die so gereintgte Substanz wird nach Einengen in 5 mi Dioxan geldst und 
gefriergetrocknet. Ausbeute: 44 %. 

60 

1 H Darstellung von 3-Hydroxy-4,4~dimethoxyt ripheny l-carbinol ( 1 b) 
A. Darstellung der Grignard-Verbindung 

In einem 2-l-Dreihalskolben mit Tropftrichter, Ruhrer und Ruckflu&kuhler mit Calciumchtoridrohr werden 2 
65 mol Magnesiumsp&ne mit 200 ml THF (absolut) ubergossen und mit etwa einem Zwanzigstel von insgesamt 2 
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mol (12,5 ml) Arylhalogenid (4-Bromanisol) unter Ruhren versetzt. 

Das Anspringen der Reaktfon bemerkt man an dam Auftreten einer leichten Trubung und Erwarmung des 
Ethers. Splfte die Reaktion nicht einsetzen, gibt man zum Reaktionsgemisch 0,5 ml Brom oder einige Tropfen 
Tetrachlorkohlenstoff und erwarmt leicht. Nach dem Anspringen wird das restliche Arylhalogenid galdst (235 
5 ml 4-Bromanisol in 500 ml THF) und unter weiterem Ruhren so zugetropft, da& der Ether gelinde siedet. Wird 
die Reaktion zu heftig, so kuhrt man den Kolben mit Wasser. Gegen Ende des Eintropfens wird auf einem 
Wasserbadzum geringen Sieden erhitzt, bis praktisch alles Magnesium gelost ist (etwa 30 minuten). 

B. Umsetzung der Grignard-Verbindung mit dem Carbonsaureester 

10 

In die Grignard-Reagens-Ldsung aus 2.0 mol Halogenid (4-Bromanisol) tropft man unter Ruhren 0,6 mol 3- 
Hydroxybenzoesauremethylester in 200 ml absolutem THF zu. Nach beendeter Zugabe erhitzt man unter 
Ruhren noch 2 h, kuhlt ab. hydro lisiert durch Zugabe von 100-150 g zerstoftenem Eis und gibt anschliessend so 
viel halbkonzentrierte SalzsSure zu, da& stch der entstandene Niederschfag gerade lost. Danach wird die 

15 Reaktionsmischung 3 mal mit 300 ml Ethylether ausgeschuttelt. Die etheiische Schicht wird abgetrennt und die 
waSrige Phase noch zweimal mit Ether extra hiert. Die vereinigten Extrakte werden mit gesattigter 
Hydrogencarbonatldsung und wenig Wasser gewaschen. Nach dem Trocknen uber Natriumsulfat de still fert 
man den Ether ab. Dunnschichtchromatogrefie (DC) im Lauf mittel CH Cty Me OH (95 : 5) zeigte das gewunschte 
und ein schneller laufendes, an der 3-OH-Gruppe verestertes Produkt. Der Ansatz wurde da her in 200 ml Pyridin 

20 aufgenommen, mit 400 ml konzentriertem NH3 versetzt und die Suspension unter Ruhren uber Nacht 
stehengelassen. eingeengt (Hochvakuum) und in Pyridin aufgenommen (370 ml). Diese Losung wird fur den 
nach st en Schritt benutzt. 

Darstellung von Dicarbonsaureestern (2b) aus Suberylchlorid und (1b) 

25 0,28 mol (1bK gelost in 205 ml Pyridin, werden im Hochvakuum eingeengt, mit etwa 0,112 mol des 
Suberylchlorids in 105 ml Pyridin vorsichtig unter Eiskuhlung und Ruhren versetzt. Dann wird der Ansatz uber 
Nacht bei Raumtemperatur stehengelassen, im Hochvakuum (dlpumpe) eingeengt und in 200 ml CHCI 3 
aufgenommen. Nach dreimaliger Extraktion mit 150 ml gesattigter NaHCOa/HjO (1:1) wird die CHC! 3 -Phase 
mit N82SO4 getrocknet, filtriert und eingeengt. Endreinigung erfolgt durch Kieselgelchromatografie. Elution mit 

30 reinem CHCI3. Die das gewunschte Produkt enthaltenden Fraktionen werden direkt weiterverarbeitet. 

Darstellung des Tritylchlorids 3b durch Kochen von 2b in Toluol Acetylchlorid 

Zur Suspension von 5 mmol (2b) In 40 ml wassefreiem Toluol werden 10 ml Acetylchlorid gegeben und 4,5 h 
unter Ruckfiufe gekocht, wobei man nach 1 h nochmals 5 ml Acetylchlorid zusetzt. Der Ansatz wird im 
35 Wasserstrahrvakuum eingeengt, in Essigester aufgenommen und bei 0° C aufbewahrt. 

1.2.1 Darstellung von voll geschutzten "monomeren-LPC Derivaten" (5b) - Tritylierung von 4 und 3b in 
Gegenwart von Molekularsiebpulver 

40 5 mMol des zu tritytierenden T^Derrvates (4) werden in 8,5 ml Pyridin gelost, eingeengt und nochmals in 4,0 
ml Pyridin gelost. Danach werden 20 ml CHjDj zugesetzt. 

Nach Zugabe von 8 g f risen aktiviertem gepurverten Molekularsieb 0,4 mm (4 A) 30 Minuten Ruhren und 
Zugabe von 2,5 mmol (2b) in 3,5 ml Pyridin wird das Reaktionsgemisch uber Nacht geruhrt und 
dunnschichtchromatografisch im Laufmittel CHCIj/MeOH (95 : 5) untersucht. 
45 Die Reaktion wird durch Zugabe von 10 ml EtOH abgebrochen. vom Molekularsieb abfiltriert, mit CHCI 3 
nachgewaschen, das Filtrat zweimal mit 50 ml H 2 0 gewaschen, die CHCI 3 -Phase mit Na 2 S0 4 getrocknet, 
filtriert und schonend im Wasserstrahl- und Hochvakuum bei 30° C zum Schaum oder Sirup eingeengt. 

Endreinigung erfolgt durch Kieselgelchromatografie mit 50 g Kieselgel pro Gramm zu reinigenden Materials. 
Elution mit CHCI3 enthaltend 2 °A> MeOH. Die so gerelnigte Substanz wird nach Einengen des Losungsmittels in 
50 Dioxan gelost und gefriergetrocknet. 
Ausbeute: 71 %. 

X Elongationszyklus 

2.1 Abspattung der 3*-terminalen Trichloroethyl-Gruppe 

55 

Pro mMol Trieste r in 15-20 ml Pyridin werden nacheinander unter magnettschem Ruhren Anthranilsaure (10 
Equiv.) und aktiviertes Zinkpulver (10 Equiv.) zugegeben. Die Reaktion wird dunnschichtchromatografisch im 
Laufmittel CHCIs/MeOH (9:1) und (6 : 4) verfolgt. Nach 30 Minuten erfolgt Zugabe einer Mischung von 
H 2 0/Triethylamin/Pyridin (0,3/0,625/1). Nach weiteren 10 Minuten Ruhren wird uber eine Glasfritte direkt in 
60 einen Scheidetrichter mit 125 ml gesattigter NaHCC>3-t-dsung vom Zink abfiltriert, mit 10 ml Pyridin 
nachgewaschen, vie r mal mit 50 ml Chloroform extrahtert, die organische Phase gesammelt und dreimal mit 50 
ml gesattigter NaHCO^Ldsung gewaschen. Nach Roextraktion der wa Brig en Phase mit 50 ml Chloroform wird 
die organische Phase mit Na 2 S0 4 getrocknet, filtriert und eingeengt. 

Bei der Verbindung (5b) erfolgt die Endreinigung auf RP 2-Saule mit dem Elutionsmrttel MeOH/H 2 0 (8:2). 
65 Bei den groBeren Molekulen wird der gerelnigte LPC-Oligo-nucleotid-3"-phosphorsaurediester direkt zur 
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(Condensation eingesetzt. 

22 Kondensationsreaktion mit mono mere n oder dimeren OH-Komponenten 

5 OH-Komponenten (dreifacher UberschuB uber LPC- Phosphatkomponente) und LPC-Phosphatkomponenten 
werden zwecks ezeot roper Trocknung mit je 10 ml Pyridin pro mMol Phosphatkomponente zweimal zum 
Schaum und einmal bis zum ca. hatben Volumen koevaporiert, mit 4,5-5 aquivalenten 1-{Mesitylen-2-sulfonyl)- 
3-nitro-1,2,4-triazot (MSNT) versetzt und unter DC-Kontrolle 1.5 h abhangig von der Kettenlange, magnetisch 
geruhrt. Zum Reaktionsabbruch wird der Ansatz mit 1,5 ml gesattigter NaHCO r Losung versetzt und mit 50 ml 
"-to CHCI 3 in einen Sen aide trie hter mit 75 ml gesattigter NaHC0 3 -L6sung uberfuhrt. Nach sechsmaltger Extraktion 
mh je 30 ml CHCI 3 wird die gesammerte CHCI3- Phase mit Na 2 S0 4 getrocknet, fittriet und eingeengt. 
Endreinigung auf Sephadex® LH 20. 

23 Gelf titration an Sephadex LH 20 

15 

Die Endreinigung der Reaktionsmischung nach der Kondensationsreaktion erfolgt an Sephadex LH 20 mit 
dem Laufmittel CHCI3/ EtOH (7 : 3). Es wird eine Saule mit 63 x 3,6 cm (640 cm3, Ausschlu&volumen 200 ml} 
benutzt. DurchfluBgeschwindigkert 120 ml/ Std., Fraktionen zu je 2 ml. 

Die Bestandteile der Kondensationsreaktionsmischung werden in folgender Reihenfolge eluiert: 
20 Kondensationsprodukte (Fraktionen 1-20), unreagierte Phosphatkomponente (15-35), sutfonylierte OH- 
Komponente (30-50), unreagierte OH-Komponente (40-75). 

Nur bet den langeren Ketten, wo relativ gro&e LPC-Phosphatkomponenten zur Kondensationsreaktion 
eingesetzt wurden. kann gelegentlich ein Obertappen zwischen unreagierten LPC-Phosphatkomponenten und 
Kondensationsprodukten beobachtet werden. In diesen Fallen erfolgte Filtration uber eine sehr dunne Schicht 
25 von Kiesefgel, 60 H (Merck). 

3. Entschutzungsreaktionen 

Hexamer TTTATT wird nach Sephadex LH 20-Chromatografie uber Kieselgel fiitriert. 
30 Nonamer TTTATTCCT wird nach Sephadex LH 20-Chromatografie dunnschichtchromatog rati sen an RP-18 im 
Laufmittel Aceton/H 2 0 (75 : 25) gereinigt. 

3.1 Abspaltung der Phosphatschutzgruppen mit Oximat 

35 Das gereinigte Material wird in 200 uJ Dioxan gelost und mit 0.2 mmol Pyridin-2-carboxaldoxim (24.4 mg). 0.2 
mmol Tetramethyl guanidin (25 uJ) sowie 200 ui Wasser versetzt. Nach 24 h erfolgt eine Zugabe von weiteren 
0.2 mmol Tetramethylguanidin und weitere 26 h Reaktionszeit bei Raumtemperatur. 

3.2 Abspaltung der N- und O-Schutzgruppen mit konz. NH 3 

40 

Anschlie&end wird das Gemisch mit 0.85 ml konz. wa Brig em NH 3 verstzt, die erhaltene homogene Losung 
dicht verschlossen, 24 ft auf 50° C gehatten und unter schonenden Bedingungen eingeengt. 

3.3 Spaltung der Trityletherbindung mit 80 % CH 3 COOH 

45 

Das so erhaltene Material wird in 1 ml 80 % Essigsaure aufgenommen und 2,5 h auf Raumtemperatur 
gehatten. Danach erfolgt Einengen durch Gefriertrocknung, Losung in 400 uJ H 2 0 und Extraktion mit CHCI 3 . Die 
waBrige Phase wird mit NH 3 neutrafisiert Die so erhaltene Mtschung wird mit 10 ml 25 mM Tris/HCL Puffer (pH 
7.5)/7 M Harnstoff verdunnt. Die Endreinigung erfolgt durch DEAE-Celluiose/Anionenaustauschchromatografie. 

50 

4. Antoneneusteuschchromatografte an DEAE-Cellulose 

Das entschutzte Material wird a us verdunnter Losung auf eine mit 25 mM Tris/HCI Puffer (pH 7.5)/7 M 
Harnstoff aquilibierte DEAE-Cellulosesfiule (12 cm lang, 21 cm 3 Inhaft) aufgezogen. Danach erfolgt grundliches 
55 Waschen mit 50 mM NaCI im gleichen Puffer und Elution mit einem lonenstarkegradienten von 50 mM bis 500 
mM NaCI, ebenfatls im gleichen Puffer. Das Hexanucleotid wird bei einer NaCI-Konzentration von ca. 0.225 mM 
NaCJ eluiert. Das Nonanucleotid wurde be! einer NaCI-Konzentration von ca. 0.285 mM NaCI eluiert. 

5. Sequenzanalyse 

60 

Die dann durchgefuhrte Sequenzanalyse wurde nach der "mobility shift method" durchgefuhrt. 
Uteratur: 

F. Sanger et a!., PNAS 70, 1209 (1973). 
65 E. Jayet al., NAR i 331 -52 (1974). 
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H. Blocker and H. Koster, Liebig's Ann. Chem. 1978. 9B2-90. 



5 Patentartspruch 

Verfahren zur HerstBltung von Oligonucleotiden durch aufeinanderfolgende Verknupfung etnzelner oder 
mehrerer Nucleoside und/ Oder Nucleotideinheiten in homogener Phase, wobei nach jedem 
Verknupfungsschritt eine chromatografische Aufarbettung des Reaktionsgemisches mine Is Molekutarsieben 
10 erfolgt, gekennzeichnet durch die folgenden Reaktionsschrine: 

a) Umsetzung eines bi- bis tetrafunktionellen. in dem jeweiligen Reaktionsgemisch loslichen Tragermolekuls 
der allgemeinen Forme! I 



75 



35 



45 



SO 



Sp(X) n (') 



in der entweder Sp elne geradkettige oder verzweigte Polyalkylengruppe mit 2 bis 10 Kohlenstoffatomen 
und n eine ganze Zahl von 2-4 ist, oder 

Sp eine ggf. verzweigte Alkylendioxygruppe mit 2-6 Kohlenstoffatomen und n « 2 ist, oder 

Sp etn Pentaerythrolrest und n — 4 ist, 
20 sowie X eine nucJeotidchemisch vertragliche reaktive Gruppe ist, die mit den 3'- oder 5'-Hydroxygruppen 
eines Nucleosids, Nucleoids Oder Oligonucleotids eine Silylether-, Trityl ether oder Esterbindung ausbilden 
kann, mit einer, bezogen auf -(X) n , mindestens aquimolaren Menge eines ersten Nucleosids oder Nucleotids 
H\ 

b) Abtrennung und Reinigung sowie gegebenenfalls Phosphorytierung der in Stufe a erhaltenen Verbindung 
25 der allgemeinen Formel II 

Sp(X-Ni) n (M) 

c) Umsetzung der in Stufe b erhaltenen Verbindung II mit einer, bezogen auf -(X-N 1 )^ mindestens 
30 aquimolaren Menge eines zweiten Nucleosids oder Nucleotids N*, 

d) Abtrennung und Reinigung sowie gegebenenfalls Phosphorytierung der in Stufe c erhaltenen Verbindung 
der allgemeinen Formel HI 



Sp(X-Ni-N2) n {"I) 

sowie 

e) gegebenenfalls weiteren aufeinanderfolgende n Verknupfungs- und Reinigungs- sowie gegebenenfalls 
Phosphorylierungsschritten unter Bildung der OligonucJeotidverbindung der allgemeinen Formel IV 

40 Sp(X-N'-N2 „.N»»)„. (IV) 

in der N 2 ...N m fur das zweite bis m-te Nucleosld bzw. Nucleotid steht und m eine ganze Zahl von 3-50 ist 
sowie 

f] anschlieBende Freisetzung der Oligonucleotide der allgemeinen Formel V 



N1-N2 ...N m CV) 
in der m wie oben def iniert ist. 



Claim 



Process for preparing oligonucleotides by successively linking together individual or several nucleoside 
55 and/or nucleotide units in a homogenous phase system and by which the reaction mixture is 
chromatographicalty purified by means of molecular sieves after each linking stage. The process is 
characterized by the following reaction stages: 

a) reaction of a bi- to tetra functional carrier molecule with the general formula I 

60 Sp(X) n (!) 

that is soluble in the corresponding reaction mixture, in which Sp Is either a straight chain or branched 
polyalkylene group with 2 to 10 carbon atoms and in which n is an integer between 2 and 4, or 
in which Sp, if appropriate, is a branched alkylenedioxy group with 2 to 6 carbon atoms and n - 2, or 
65 in which Sp is a pentaerythrol residue and n — 4, 
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and X is 8 compatible reactive group in terms of nucleotide chemistry that can form a sityl ether, trltyl ether 
or an ester bond with the 3' or 5' hydroxy) groups of a nucleoside, nucleotide or an oligonucleotide with an 
amount of the initial nucleoside or nucleotide N 1 that is at least equimolar to -(X) n 

b) separation and purification and, if appropriate, phosphorylation of the compound obtained in stage a with 
5 the general formula II 

Sp(X-Nt) n (II) 

c) reaction of compound II obtained from stage b with at least an equimolar amount, in terms of -(X-N^p, of 
10 a second nucleoside or nucleotide N 2 , 

d) separation and purification and, if necessary, phosphorylation of the compound obtained in stage c with 
the general formula III 



15 



20 



Sp(X-r\P-N 2 ) n (III) 

e) and, if necessary, additional successive linking and purification and, if appropriate, phosphorylation 
stages to form the oligonucleotide compound with the general formula IV 

Sp{X-Ni-N 2 ..N«»} ll , (IV) 

in which N 2 ... N m represents the second to the mth nucleoside or nucleotide respectively, and m is an integer 
between 3 and 50, 

f) subsequent release of the oligonucleotide with the general formula V 

25 N1-N 2 ..IMm (V) 

in which m is as defined above.. 



30 



60 



Revendicotion 



Precede de production d'oligonucleotides par greffage successif d'une seule ou de plusieurs unites 
nucleosides et/ou nucleotides en phase homogene, en realisant apres chaque etape de greffage un trattement 
35 chromatographique du melange reactionnel au moyen de tamis moteculaires, caracterise par les etapes 
reactlonnelles suivantes: 

a) Reaction d'une molecule porteuse soluble dans le melange reactionnel considers, bi- a tetrafonctionnelle, 
de formula generale I 



#> Sp(X) r 



0) 



dans la quelle Sp est soit un groupe polyalkylene Itneatre ou ramifte avec 2 a 10 atomes de carbone et n est 
un nombre entier de 2 a 4, soit 

Sp est un groupe alkylene-dioxy ramifie le cas echeant avec 2 a 6 atomes de carbone et n est 2, soit 
45 Sp est un reste pentaerythrol at n — 4 de meme X est un groupe reactif compatible chimiquement avec les 
nucleotides, qui peut former avec les groupes hydroxy 3'- ou 5' d'un nucleoside, nucleotide ou oligonucleotide 
una liaison silylether, trftylether ou ester, avec une quantite au moins equimolaire, rapport 6e a -(X) n , d'un 
premier nucleoside ou nucleotide N 1 , 

b) Separation et purification einsi que phosphorylation le cas echeant du compose obtenu a I' etape a de 
50 formule generale II 

Sp(X-Ni) n (II) 

c) Reaction du compose II obtenu a I'etape b avec une quantite au moins equimolaire, rapportee a -(XNP) n( 
55 d'un deuxieme nucleoside ou nucleotide N 2 , 

d) Separation et purification a ins! que phosphorylation le cas echeant du compose obtenu a I'etape c de 
formule generale III 



Sp(X-ISP-N 2 ) n (III) 

ainsi que 

e) le cas echeant d'autres etapes successives de greffage et de purification ainsi que de phosphorylation le 
cas echeant en formant le compose oligonucleotide de formule generale IV 



65 
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Sp(X-N'-N*...Nn>) n , (IV) 

dans laquelle N 2 ...N m represente du deuxieme au m-iem'e nucleoside ou nucleotide et m est un nombre 
entier de 3 a 50. arnsi que 
5 f) Liberation uherieure de ('oligonucleotide de formule generale V 

W-U* ...N™ (V) 

dans laquelle m est defini comma ci-dessus. 

10 
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Schema 9 
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